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ニ ワ トリ網膜 の 発達 に 伴う 蛋白質の 変化に つ い て， 特 に その 可溶性分画に 注目し検討を行 っ た と こ
ろ， 分子 量 約24，000， 等電点約 5．5 の 蛋白くvisinin と命名lが ふ 卵14 日目以降その加齢 に伴 い 増大 した．
大脳， 視蓋， 色素上 皮及 び硝子体 に は こ の 蛋白が見出さ れ な か っ た こ と よ り， Visinin は網膜 に 特異的に 存
在し， そ の 発達 に伴 い 増加す る こ と がわ か っ た ． ま た ニ ワ トリ胚網膜細胞 を培養し たと こ ろ visinin は神経
細胞由来の丸い 細胞が培養後の 時間経過 に 伴い 減少す る の に 比例 して減少 した． また培養神経細胞 に 特異
的に 損傷 を与え る ウ ワ パ イ ン 処理 に よ り visinin は明 ら か に 減少 した． しか し こ れ に 対 しダ リ ア寿 の L2－ ア
ミ ノ ア ジ ピ ン 酸処 理 に よ っ て は変化し な か っ た ． すな わ ち visinin は網膜の 神経網胸 に 特異的 に 存在す る
と 考え られ た ． こ の こ と は visinin に 対す る特異的抗体 を用 い た 免疫組織化学的観察よ り確認 され た． まず
生後 1 へ 2過の ニ ワ トリ網膜で検討し た と こ ろ， Visinin は視細胞層の 特に 内節に 多く 存在 し， 外顆粒層で
は 内節 に 比 べ 少なか っ た ． これ に 対 し視細胞の 外節 に は有意な存在は見 られ な か っ た ． また 一 部の ア マ タ
リ ン細胞 や 異所性 ア マ ク リ ン細胞 に も visinin が 存在 し て い た ． し か し網膜 で唯 一 の グリ ア細胞 で あ る
ミ ュ ー ラ ー 細胞 に は visinin は認め られ なか っ た
．
次 に visinin は加齢に 伴 い 著明 に 増大する，
の で加齢 に よ
る visinin 分布の 変化を調 べ た ． ふ 卵 4 日日 で は まだ認 め られ な か っ たが ， ふ 卵7 日目に なる と 将来視細胞
に 分化す ると 考え られ る最 も遠位端側の 細胞 に visinin が見 ら れ そ の 数 は加齢 に 伴い 次第 に 増加 し てい っ
た ． ふ 卵 11 日目以 降で は将来内堀粒層の 神経細胞 に 分化す る と考 え られ る 細胞 に も そ の 存在が 認 め られ
た． ふ 卵 1 6 日目以 降で は visininの 分布は ふ 化後の も の と ほ とん ど差が 見ら れ なか っ た ． また 免疫電顕よ
り visinin は視細胞 の 錐体細胞 に 存在 し， 杵体細胞に は存在 しな い こ とが 示 され た ． ニ ワ ト リ以 外の 動物網
膜に おい ても visinin 様物質の 存在を調 べ た と こ ろ， ヒ ト ネ コ ， カ エ ル ， コ イ で は視細胞層で は錐体細胞
に の み visinin様物質が認 め られ た ． こ れ に 対 し マ ウ ス ， ラ ッ ト， ウ シ で は， 視細胞層 に は visinin の 存在
は 観察さ れ な か っ た ． 以 上 visinin が 動物種 を越 え て 網膜 の 祝細胞の 特 に 錐体細胞 に 存在 す る こ と は，
visinin が 網膜錐体細胞 の 機能 に 深く 関与 して い る こ と を 示唆 し て い る． また こ れ らよ り visinin は錐体細
胞の よ い マ ー カ ー に な る と 考え られ る．
Key w o rds chick retina， Visinin， dev elopm e nt， im m u n ohisto che mistry．
ニ ワ トリ胚 網膜は， 受 精か ら ふ 化 ま で 21 日 間の 比 較
的短 い 期 間に ， その 構造や機能 が完成 する こ と か ら加
齢 に 伴う神経系の 発達， 分 化 を研究 す るの に適 し て い
る
． 現在 ま で に ， 加齢 に 伴う そ の 形 態変化に つ い て は，
光受容機能 を有す る視細胞の 分 化や， 神経細胞間の シ
ナ プ ス 形成 な ど を中心 に in o v oり 2I及 びin vitro3川 で
の 研究が な され て き て い る ． しか し網膜の 加齢 に 伴う
生 化学的変化 に つ い て は， 神経伝達物質 の 合成 や代謝
に 関連 した 酵素の 活性変化5ト 9I並 び に レ セ プ タ ー 分子
の 量 的変化 期 川 な ど の 検 討が 行 わ れ て い る の み で あ
り， 未だ 不充分な状態 で あ る． ま た加齢 に 伴う蛋 白質
全体の パ タ ー ン の 変化 に つ い て は， Sob ら1 21が 二 次元
電気泳動の 手法を 用 い て 2つ の 胚齢 で検討 して い るの
み で あ る
． 著者 らは す でに 発達期 ニ ワ ト リ網膜 の ， 特







a － a min o adipic acidi B S， br ain s oluble pr otein三 CBB，
Co o m assie brillia nt blu e RT250三 D M E M， D ul bec c o
，
s M odified Eagle Medium ニ FI T C，
flu o re sc ein is othiocyan ate－ C O njugated go at anti－r abbitIgGニG C L， ga nglio n cell layer三工N L，
に 可 溶性蛋 白の 加齢 に 伴う変化 に 注 目し て 検討 し， 分
子 量約 24，000， 等電点約5．5の 蛋 白 くvisil血 と命名う
が ふ 卵 14日日以 降 その 加齢 に 伴 い 増大 する こ と を見
出 して い る 用 ． 本研究 は， 網膜 か らの visi工血 の 精製，
及 び精製 visinin に 対 す る抗血 清 を用 い て ニ ワ ト リ網
膜内で の visinin の 局在 に つ い て詳細 に 検討 し， 更 に
他の 動物網膜 に お け る visinin 様物質の 存在 に つ い て
も検討 した の で 報告 す る
．
材料お よ び方法
1 ． 試 薬 類
ト リ プ シ ン ， コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ は Sigm a C hemic al
Co． の 製品を， G－ ス ト ロ フ ア ン テ ン け ワ パ イ ンうは E．
M erck の 製品を用 い た
．
D， L－a－ア ミ ノ ア ジ ピ ン酸くA．
A ． 九1は 半井化学の製品 を， ア ク リル ア ミ ド， N， N
ノ
ー
メ テ レ ンービ ス アク リ ル ア ミ ド， ラ ウリ ル 硫酸 ナ トリ
ウ ム くS D別 の以 上 3種 は和光純薬の 製 品 を用 い た 0
ペ ニ シ リ ンース ト レ プ ト マ イ シ ン混 合液， ウ シ胎児血
清， Dulbe c c o
，
s Modified Eagle M ediu m くD M E Ml
の 以上 3種は GI B C O Lab．の 製品 を使用 した． フ ロ イ
ン ト完全ア ジ エ バ ン ド， Sephade xG－75， D E A E－C el－
1ulo s eおよ び蛍光標識抗 ウサ ギ IgG ヤギ抗体くFI TCl
はそれ ぞれ ， DI F C O Lab． ， Pha r m a cia Fin eC he m－
ic als， W hatm a n な ら び に M ile s Co ．の 製 品を 用 い
た ．
2 ． 可溶性蛋白の分離
ニ ワ トリ 胚 くwhite Legho r n，12へ 19 日齢l 及 び生後
約1週間と約 3箇月 く成体う の ニ ワ トリよ り網膜 を摘
出 し， 2倍量 の 0．32 M し ょ糖 液中ホ モ ゲナ イ ズ後， 10
万 Xg， 90分遠心し， その 上 清 を可溶性分画 くR Sl と
した． ま た 同日齢の ニ ワ トリ大脳 に つ い て も 同様な 方
法 で 可溶性分画 くB Sう を得た ．
3 ． Visinin の 精製
成体 RSか らゲ ル ろ過 くSephade x G－751 とイ オ ン
交換くD E A E－ C ellulos eJ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り部
分精製 した もの 1引 を更 に 電気泳動に よ り精製 した．
4 ． 抗 visinin 血 清の作製
抗 visinin 血 清 は電 気泳動的に精製した visinin く600
メg 蛋 白ノm11 を同量 の フ ロ イ ン ト完全ア ジ エ バ ン ドと
混合 し， これ を抗原 と して ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド白 ウサ ギ
に 注射 し て 作製 し た． 一 週 間毎 に 4 回 注射 し く1 mlノ
回う， 最終 注射後 一 週 間目 に 採血 した． 血 清 を非動化
く56
0
C， 30分1 して か ら以下 の 実験 に 用 い た． 抗血 清




ニ ワ トリ胚く16 日齢以 降う， ニ ワ トリく生 後1 へ 2週
間ユ， ウ シ ガ エ ル ほ 加 闇 路 お 地 肌 れ マ ウス はdYI
及 び ラ ッ トくSpr agu e－Da wleylは ， Za mbo ni液
1 61で 濯
流固定後眼球 を摘出 し， 同液 で 後固定 を行 い ， 10句 20
iL m の 凍結切 片 を作製 し， Co o n s1 71の 間接蛍光抗体法
に て 染色 し た． ニ ワ ト リ胚く4 へ 13日齢う， ヒ ト， ネ コ ，
ウ シ ， コ イくq少rin us caゆiolは， 湾流せ ず に Za mbo ni
液 で の 固定 を行い 以 下同様 な手法で行 っ た ．
21 電子 顕微鏡的観察
生後 1 へ 2週の ニ ワ トリ を濯流固定後， 眼球 を摘出
し Ster nbe rgerら
1 8Jの 方法 に 従い ， 酵素抗体法 CP A P
法コ に よ る免疫染色 を行 っ た0
6 ． 細胞培養
ニ ワ トリ胚く12ノ ー 16 日齢う 眼 球よ り網膜 を摘出 しリ
ン 酸緩衝生 理食 塩水 くphosphate buffe r ed s alin e
Witho ut Ca＋＋a nd Mg
＋＋
， pH 7．り 中で ， 酵 素処理
く0．1％ トリ プ シ ン， 0．1％ コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ ， 370C， 15
分1 した後， 培養液で 洗 っ た ． その 後， 新たな培養液中
に て ピ ペ ッ ト操作 に よ り細胞 を分散さ せ， 細胞の 懸濁
液 と し， 培養皿 く亭35m m， 1ノ2網膜ノ皿う を用 い 10％
C O2を 含 む 空気 中37
0
Cで 培 養 し た． ウ ワ パ イ ン
く0． レ ー0．5 m M I 及 び庄 一 ア ミ ノ ア ジ ピ ン酸く1．25ノ ー 5 ．O
m M プの 効果 は， 細胞培養3 日目 に それ ぞ れ の 薬剤 を8
句 24 時間処理 し その 後 2〆 － 3 日間培養 し た後検討 し
た． 細胞単離前に お ける こ れ ら薬剤処理 の 効果 は， 網
膜摘出後 24時間 そ れ ぞれ の 薬剤 と反応 さ せ た の ち細
胞 を単離し 5 日間培養 し検討 し た． 培養液 は， D M E M
に 10％ウ シ 胎児血 清， 100 Uノml ペ ニ シ リ ン 及 び 100
声gノml ス ト レ プ トマ イ シ ン か ら成 る溶液 を用 い た ． ポ
リ オ ル ニ テ ン 塗 布 は培養皿 を 0．1％ポ リ オ ル ニ テ ン
く分子 量 104dalto n s， ほう 酸緩衝液判 と 37
0
C， 24 時
間以 上 反 応させ る こ と に よ り作成 した
．
7 ． 電気泳 動
S D S－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気泳 動 くS D S．
P A G Elは La e m mli2 01の 方法を， 二 次 元 電気泳動 は
0
，Fa r rel121切 方法を用 い た． 蛋 白質定量 は， Lo w ryら22，
の 方法及 び Br adfo rd23切 方法に 従 い ， 蛋 白染色 は ク マ
シ プリ リ ア ン ト ブ ル ー R－250くC B別 ま た は ア ミ ド ブ
ラ ッ ク 10 B を用い た
．
in n er n u cle a rlayeriIP L， in n erplexifor mlayer， IS， in ner segm ent三 O N L， O uter n u Cle ar
layerニ O PL， O uter plexiform layeri O S， O uter S egm e nt三 R S， r etin a soluble pr oteinニ S DS－
P A G E， S Odiu m dode cyl sulfate polya cryla mide gelelecrtopho resi ．
発達期 ニ ワ トリ網膜 に お ける Visinin の 解析
Fig． 1． S D S－P A G Eofde v eloping chiclく retin aくAl
a nd c er ebr u mくBJ． Soluble protein sfro m the
Chick r etin a a nd c er ebru m at v a rio u sde velop－
m e ntal stage s w e res ubje cted to S DS－pOly －
a crylEl mide gel ele ctropho re siくS D S－P A G El a nd
Stain ed with Co o m a siebrillia ntblu eR－250くC B BJ．
Ap pr o xim ately 30FEg Ofpr otein were ap pliedto
e a ch la n e． 1， 12th day e mbryoこ2， 14 th day
e mbryoi 3， 16th day e mbryoこ 4， 19th day
e mbryoニ 5， yO u ngくabo ut l w e ek oldl chickこ 6，
adult くabo ut 3 m o nths oldJ chick． An a rro w
indic ates visininく24 K dl三 T， tubulinく55 K dJニ A，
a ctinく43K dJ．
成 績
1 ． 加齢に 伴 う蛋 白パ タ ー ン の 変化
加齢 に 伴う ニ ワ ll リ R Sの S D S－P A G Eの パ タ ー ン
を C B Bの 染色強度よ り比 較 す る と， 加齢 に伴 い い 増
加傾向 を示 す もの ， 21ほと ん ど変化 しな い も の ， 3う
減少傾向を示 す も の ， の 3 つ に 大別で きる く図 1 A う
．
ア ク チ ンくAう及 び チ エ プ リ ンくT うに 相当す る バ ン ドは
加齢 に 伴う 量 的変化 はば と ん ど見 られ ず ， また 減少傾
向を示 す 蛋白は大部鉄 分子 量 の 小さ い も の で あ っ た ．
加齢 に 伴 い 著明 に 増加傾向を示 す 蛋白の う ち分 子量 約
24
，
00 の 蛋白 くvisinin，図 1 A 矢 抑 は ふ 卵 14日目以
降 その 存在 が明確と な り ふ 化ま で 次第に 増加 して い っ
た ． な お こ の 蛋 白 は硝子 体及 び色素上皮 に は 認め られ
な か っ た ． 次 に こ の visi王血 が 網膜 に 特異 的に 存在す
る か どう か を確 か め る た め に 同 日 齢の ニ ワ ト リ 大脳
くBSうと比 較 した ． 図 1 B に 示 す よ う に ， 主 た る蛋白
バ ン ド は RS と ほ とん ど差 が 認 め ら れ な か っ た が ，
Visinin に対応 す る バ ン ドは見 られ な か っ た ．
3
Fig．2． S D S－P AG Eofthe D E A E－ Ce1ulo sefr a ctio n s
Of adult chick retin a くAl a nd of adult chick
C er ebr u mくBl． Ea ch fr a ctio n w a sdialyz ed o v er－
night again st200v ol． of 5m M Tris－ HClbuffe r
くpH 8．01 at 4
O
C， 1yophiliz ed， a nd dissoIv ed in
distilled w ater． A bo utlO．15JLg Ofpr otein w e re
ap pliedto e a ch la n e a nd stain ed with C B B
， I，
n o n－ abs o rbed fr a ctio n． I ， 50mM NaCleluted
fr a ctio n
． III， 250m M NaCIeluted fr a ctio n． IV，
1．5 M NaCleluted fra ctio n． An a rr o windic ate s
Visininpositio n．
2 ． V isinin の 部分精製
12日目胚 R S及び B Sに visinin の 存在 が 認め られ
な か っ た こ と は， 相対的含量が低い こ と に よる 可能性
が考 え られ る． そ こ で visinin の 部分精製 を試み た
．
ま
ず Sephade x G－75 による ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 っ
た と こ ろ 成体 R Sで は 限外排除体積 に 続 く 分子 量 2
へ 3万 の 領域 に 明 瞭な 第 2 ピー ク が 見 ら れ ， こ こ に
Visinin が 回収さ れ た． 12 日目胚 RS 及 び成体 B S で は
成体 R S と は異な り第 2 ピー クは認 め られ ず， ま た極
わ ず か に 12 日目胚 R Sで visininの 存在が認 め られ た
の み で あ っ た ． 更 に 成体 R Sの visinin 含有分画 と， 成
体 B Sの 対 応 す る 分画 を D E A ELC e1ulo s eを 用 い ，
NaClの 濃度勾配 に よ り溶出 した と こ ろ， Visinin は
O ．25 M NaCl分画 に 回収さ れ たく図2 Al． 成体 BS で
は い ずれ の 分 画に も visinin は見出せ な か っ た く図 2
Bう■ 次 に こ の 様 に して 得 られ た部分精製 visinin を用
い て ， 0
，
Fa rr ellの 二 次元 電気泳動に よ り等電点を もと
めた と こ ろ的 5．5 であ っ た ．
3 ． ニ ワ ト リ網膜培養細胞 に お け る visinin の 変化
ニ ワ トリ胚 網膜 よ り えら れ た細胞 を培養 す る とi 培
養後約 24時間で神経細胞由来の 丸 い 細胞 が， グ リ ア細
胞由来 の 扁平 な細胞の 上 に 付着 し ロ ゼ ッ ト状 に な っ
4Fig． 3． P ha s e． c o ntr a st photo mic r ogr aphs of
m o n olaye r c ultu re of n e u roretin al c ells diss o－
ciated fro m a16th day embryo ． a， 3 days
cultu r eib， 6 days c ultureこ C， 3tim e s
． subc ultu r e．
た ． こ の 丸い 細胞 く神経細胞う は そ の 後の 培養時間の
経過 に 伴 い 次第 に そ の 数が 減少し ， 約 3週 間後 に は ほ
と ん ど扁平 な細胞の み と な っ た ． ま た網膜単離細胞初
代培養 を 4 日日毎 に 3 回継代培養す る と丸 い細胞 は減
少 しつ い に 扁平 な細胞の み とな っ た く図3a－Cン． こ の
よ う な条件下 で visinin の 量的変化 を S D S－P AGE で
調 べ た と こ ろ ， 12 日目胚 網膜細胞 で は visinin は ほ と
ん ど認 め られ ず ， また 16日目胚 網膜細胞で は丸い 細胞
の 減少 と とも に visinin が 減少 して い た く図 4 Aう．
次に ， 培養神経細胞 に 特異的 に 損傷を あ た え ると い
わ れ る ウ ワ パ イ ン241及 び， グ リ ア毒 の d いア ミ ノ ア ジ ピ
ン 酸 くA． A ． A ．1 処理2 5卜2別 に よ る visinin の 量 的変化 を
調 べ た ． 16 日目胚網膜細胞 を用 い 培養 3日 目に ウ ワ パ
イ ン く0．1 旬 0．5 m Mう を処 理 した と こ ろ， ウ ワ パ イ ン
の 濃度と 処理 時間に 比 例 し て 丸 い 細 胞の 減少と ， Vi－
s血 n の 減少が み られ た． 網膜細胞単離前 に ウ ワ パ イ ン
処理 を行っ た と こ ろ 0．1m M ウワ パ イ ン で は visinin
の 有意 な減少は見 ら れ な か っ た が 0．5 m M で は 明 ら
か に 減少 し たく図4 B， ト3ナ． こ れ に 対 し培養後の A． A －
A ．く1 ．25ル 5．O m Ml 処理 に よ っ て は有意 な形態変化 は
み られ ず， ま た visinin の 減少 も認 め られ な か っ た ． し
か し網膜細胞単離前に A． A ． A ．を処理 した と こ ろ， そ
Fig． 4． An alysIS Of visinin fr o m v ario u sc ultu r e
c o nditio n s． T he soluble pr oteins fr o m v a rio u s
c ultu r es w e r e subjected to S D S－P A G Ea nd
stain ed with C B B． An a rr o w sindic ate visinin
po sitio n． Aこ Effect of c ultu r e day o n the
c o ntent ofvisinin ． 1， 1 6 t hday e mbryo nic retin a
くO day cultu r eh 2， 6 days c ultu r eこ 3， 9 days
c ultu r ei4， 11 days c ultu r e． B二 Effe cts of
o u abain a nd D， L－ Lr－ a min o adipic a cidくA． A． A ．1
tr e atm e ntdu ring ct11tu re． 1， C Ontr Olこ 2．0．1 m M
o u abain addedto the 3days
，
c ultu r efo r8hl一ニ 3，
0．1m M for24hr． A fter w a shing o uto tlabain，the
c ultu re w a sin c ubated fo r a n other s e v er al dys．
4， C O ntr Oli5 a nd 6，1．2 5m M A． A． A ． w a s ad dedto
the 3 days
，
c ultu refo r8 hr く引 o r 2 4hr く61，
follo wing c ultu r e c o nditio n s w e r e e s sentia11y the
s a m e a sthe o u abain e xpe rim ent． Ap proxim ate－
1y 30JJg pr Otein w ere ap plied to e a ch la n e．
の 濃度に し たが い 基 壁 へ の 細胞の 接着性が劣化 した の
で ， ポリ オ ル ニ チ ン塗 布培養皿 を用 い て 培養 し たが ，
や は り visinin の 量的変化は み ら れ な か っ た く図 4 B，
4－6う．
4 ． 抗 visin in 血 清
抗 visinin 血 清 は， 部分精製 visinin を更 に 電気泳 動
的 に 精製 し， こ れ を抗原と し て ウサ ギ で 作製 した く図
5 Al． こ の 抗血 清は， 精製 visinin ， 部分精製 visinin
と反 応 し，
一 本 の 沈降線 を形成し たく図 5 B， Cう． しか
し成体 B S 及 びニ ワ トリ網膜顆粒分画 と は， 反 応 しな
か っ た ．
5 ． 免疫組織化学
い 光学顕微鏡的観察
まず生後 レー 2週 目 の ニ ワ ト リ 網膜 を 用 い Visinin
の 網膜内で の 局 在に つ い て 検討 した と こ ろ， 視細胞層
発 達期 ニ ワ トリ網膜に お ける Visinin の 解析
に 最 も強 い 蛍光 が見ら れ， 特 に 外顆 粒層くO N Lフ に 比
べ 視細胞の 内節 くISl が強か っ た く図 6 aJ． しか し視
細胞 の外節くO Sうに は 有意 な蛍光 は認 め られ な か っ た
．
ま た内顆粒層く工N Lう の ア マ ク リ ン 細胞く図 6 a，矢 師
及 び神経節細胞層 くG C Lうに存在 す る異 所性 ア マ ク リ
ン 細胞に も蛍光が認め られ ， ア マ ク リ ン細胞か ら は 内
網状層く王Pu へ 突起が の び て い た ． V isin in 前処理 抗
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Fig． 5． Prepa r atio n of a nti－Visinin se ru rn． A二
Ele ctr ophoretic patte rn of 3FLg 仰 a nd6JLgく2lof
ele ctr opho r etica11y pu rified visinin o n S D S－
P A G E． An a r row indic ate sthe visinin po sition．
Protein w a s stain ed with C B B． Bこ Ou chterlo ny
doしIbleLim m u n odiffu sion of a nti－Visinin se ru rn
again st a n electr opho r etic ally pu rified visinin ．
1， 3JLg Ofpu rified visininニ 2， 15JLlofpr eim m u n e
S e ru mこ3， 30 FLg Of IgG fr o mpr eim mune se ru mi
4， 1 5jLl of anti－Visinin s e ru mi 5， 30JJg Of IgG
fr o m a nti－Visinin s e r u m． C こ Im m u n o ele c－
tr opho r esi of purified visinin a nd pa rtially
pし1rified visinin， 1， 5 p g of ele ctr opho retic ally
Pu rified visininこ 2， 2 0FLg Of pa rtidlly pu rified
Visinin． T hetr o ughw a sfilled with50JLlofa ntト
Visinin se r u m． T he a n ode is to the right．
Pr otein wa s stain ed with Amide Bla ck lO B
．
Fig －6． Indirect im m u n oflu ore sc e nt staining of
Chick r etin ae du ring de v elopm e nt． a． chick
r etin au o r2 w e eks oldlstain ed with a nti－Visinin
Se ru m Witha n a rr o windic ating a n a m a crin e c el こ
b
， Chick retin a stain ed with visinin了 abs o rbed
a ntiseru mi C， 4 th day e mbryonic retin aニd， 7 th
day e mbryo nic r etin a三 e， 9th day e mbryo nic
r etin aこ f， 13th day e mbryo nic r etinaニ g， 16 th
day e mbryonic r etin aニ h， 19 th day e mbryo nic
r etin a． Antis er u mdilutio n s w e re at l二1，000くb，CJ
a nd at lこ80，000くa， d－hJ． O S， O ute r Segm entSニIS，
in n er s egm e ntsニ O N L， O uter n u Cle a rlaye ri O P L，
O ute rPle xifo r mlaye rバ N L，in ner n u cle a rlayer三
I P L
，
in ner ple xifo r mlayerニ GCL， ga nglio n c ell
layer三 NL， n u Cle a rlaye r．
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めら れ な か っ たく図 6 bl． 図 1 A に 示 す よう に visinin
は網膜 の 発達に 伴 い 著明 に 増加した ． そ こ で つ ぎ に網
膜の 発達 に伴 う抗 visinin 血 清の 染色 パ タ ー ン の 変化
に つ い て 検討 した
．
ふ 卵 4 日目で は ま だ有意な蛍光は
認め られ なか っ たが く図 6 cI， ふ 卵7 日目に な ると，
将来視細胞に 分化す る と考 えられ る細胞に 蛍光が認め
られ るよ う に な っ た く図6 dう． こ の 時蛍光の 認 めら れ
る細胞 は網膜 の 中JL一部 に 多く周辺 部で は少な か っ た ．
6ふ 卵 9 日目に な る と視細胞層と G C Lの あ い だ の 連絡
繊維 に も 蛍光が認 め られ る よう に な っ た ． ま た 蛍光強
度及 び蛍光の 認め られ る細胞の 数は 7 日日 に 比 べ 増加
して い た く図6 el． ふ 卵 11日目以 降， 将来工N Lの 神
経細胞 に 分化す る と考 えられ る細胞に も蛍光が認 め ら
れ る よう に な り， そ の 数は加齢 に 伴い 次第 に 増加し た
く図 6 fl． ふ 卵16 日目以 降で は ， ふ 化後 の染色パ タ ー
Fig． 7． Indire ct im m u n oflu o re s c ent staining of
v a rio u s v e rtebr ate retin a e with a nti－visinin
s e ru m． a， hu m a n retin aニ b， C at retina ， With an
a rr o windic ating axon al pr o c e ss e s of h riz o ntal
c ellsニ C， frog retin aニ d， C a rp retin a， With a n
a rrow indic ating the c o n n e ctingfibe rsi e， m O u S e
retin a． Auto－flu o re s c en c eくyllo w c ol rl w a s
obse rv ed in m o u sephoto r e ceptor c el layer．
Antis er u mdilutio n w a s at lニ1，000くa－el． All
ab br eviatio n s are the s a m e a sin Fig． 6．
ン と ほ と ん ど差が 認 め られ な か っ た が ， ま だI S はふ
化後 の も の に 比 べ て 短 く， ア マ ク リ ン細胞 の 突起の 蛍
光も弱 か っ たく図6 gコ． ふ 卵 19 日目 で は1Sも充分 長
く な り， 工S と O N Lの 蛍光強度の 羞が は っ き り し てい
たく図6 hl． また い ずれ の 日齢 の 網膜 で も， ミ ュ
ー ラ ー
細胞及 び色素上皮層 に は 蛍光 は認め られ な か っ た ．
ニ ワ ト リ網膜 の 祝細胞で は錐体細胞が優位と言われ
て い る
．
そ こ で 錐体細胞と杵体細胞が適当な 比 で混 在
す ると 言われ る ， ヒ ト， ネ コ ， カ エ ル 及 び コ イ ， ま た
ニ ワ トリ と は逆 に杵体細胞が優位と言われ る マ ウ ス，
ラ ッ ト及 び ウ シ の 網膜 に つ い て ， 抗 visinill血 清 に よ
る染色 を行 い ニ ワ トリ との 比較 を試み た． ヒ ト及 びネ
コ の 網膜に お い て は ， 祝細胞層で は錐体細胞 に の み 蛍
光が 認め ら れ杵体細胞に は認め られ なか っ た く図7 a，
bン． ま た 一 部の ア マ ク リ ン細胞， 異所性ア マ ク リ ン細
胞及 び水平細胞や その 軸索 に も 蛍光が 認 め ら れ た． カ
エ ル 及び コ イ の 網膜 で も や は り， 錐体細胞 に の み 蛍光
が認 め られ た． し か し他 の 神経細胞 に は 蛍光 が認 め ら
れ な か っ た く図 7 c，dン． た だ し水平細胞 に つ い て は，
錐体細胞の シ ナ プ ス 末端 と 区別が つ き に く く 現在 の と
こ ろ で は不 明 で あ る． マ ウ ス ， ラ ッ ト及 び ウ シ の 網膜
で は ， ア マ ク リ ン細胞や異所性ア マ ク リ ン 細胞， 水平
細胞に は蛍光が認 め られ た が視細胞 に は有意な蛍光 は
認め ら れ なか っ た く図7 eう． なお い ずれ の 網膜に お い
Fig － 8． Ele ctr o n mic r o s c opic im m u n o－
histo che mic a1 lo c aliz atio n of visinin in a c o n e
C ellofchick retin aく1q2 w e eks oldl． M ， mito chon－
dria バS，in ne r s egm e nt ofc o n e c ellニ O S， O ute r
Segm e nt．
発達期 ニ ワ トリ網膜に お ける Visinin の 解析
Fig－9． Indir e ct im m u n oflu ore s ce nt stainlng Of
C ultu r ed chick r etin al c ells． a． c o ntr oI c ulttlre
for b a nd c fr o m16th day e mbryo nic retin ai b，
0．l m M o u abain addedto the 3 days
，
c ulturefo r
2 4hr， a nd afte r w a shing o ut o u abain ， they w e re
C ultu r ed fo r a n other 3 daysニ C， 5．O m M D， L－ a －
a min o adipic a cid tre atm e nt w a s c ar ried o utin
the m a n n er simi 1a rto that by o u abain ． Anti．
Se ru mdilutio n w a s at lニ10，000．
て も ミ ュ ー ラー細胞並 び に 色素上 皮層 に は 有意 な蛍 光
は見 られ な か っ た ．
2ン 電子顕微鏡的観察
生後 1 へ 2 週 目の こ ワ トリ 網膜 を 用 い P A P法 に よ
る免疫電 顕 を行 な っ た ． Visinin は錐 体細胞 の 細胞質
に 認 め ら れ， 杵体細胞 に は認 め ら れ な か っ た く図 8 う．
ま た錐体細胞の 外節部分 に は存在 し な か っ た ．
3う 培養細胞
扁 平 な細胞の 上 で ロ ゼ ッ ト を形 成 す る丸 い 細胞 に の
み 蛍光が 認 め られ ， 扁平 な細胞 に は有意な蛍光は認 め
られ な か っ た ． また 培養後及 び細胞単離前の ウ ワ パ イ
ン処 理 に よ っ て は， Visi血1 の 減少 に 比 例 して 蛍光の 認
め ら れ る 細胞数 の 減少が見 られ た ． し か し visinin の
量 的変化を お こさ な い A ． A ． A．処 理 で は， 蛍光の 認 め
ら れ る細胞 の 減少 は見られ な か っ た く図 9 a－Cj．
考 察
本研究に よ り， ニ ワ ト リ網膜 で は， その 発達 に 伴い
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Visinin が 著明 に 増加 す る こ と， そ して 主と して 視細胞
に 多量 存在す る こ とが 示 され た
．
ニ ワ ト リ網膜 R Sの SDS－P A G Eの 比 較 よ り visinin
は ふ 卵 14日 目以 降 その 加齢に 伴 い ふ 化ま で 次 第に 増
大 す る こ と が わ か っ た ． 大脳， 色素上皮及 び硝 子体 に
は こ の 蛋 白が存在 しな い こと よ り， Visin in は網膜 に 特
異 的に 存在 し， その 発達 に 伴い 増加す る こ と が 示 され
た． なお 哺乳動物の 視覚中枢に 相当す る ニ ワ トリの 視
蓋 に お い て は visinin は認 め られ な か っ た
．
ま た 培養
系に お い て神経細胞由来の 丸い 細胞の 減少 に 伴 い Vi－
Si 血1が減少 する こ と， 培養神経細胞に 特異 的 に損傷 を
与 える ウ ワ パ イ ン処理 に よ り visinin が 減少 し， グ リ
ア 毒の A． A ． A ． で は影響さ れ ない こ と は， visinin が グ
リア 細胞 で はな く神経細胞 に特異的に 存在す る こ と を
示 唆し て い る
．
こ の こ と は ウサ ギ で 作成 し た抗 visinin
血 清を用 し1た 免疫組織化学的観察よ り確認さ れ た． す
なわ ち visinin は網膜 に ある 5 種類 の 神経細胞 く錐体
及 び杵体細胞よ り なる視細胞， 水平細胞， 双極細胞，
ア マ ク リ ン 細胞， 神経節細胞ぅ の う ち， 特 に視細胞の
錐体細胞 くO N L，工SI に 多く存在 して い た
．
な お 視細
胞の O S や， 杵体細胞 で は visinillの 存在は 認め られ な
か っ た ． その 他一鵬部の ア マ ク リ ン 細胞や 異 所性 ア マ ク
リ ン細胞 に も 見られ た が グリ ア細胞で ある ミ ュ ー ラ ー
細胞 に は全 く そ の 存在が認め られ な か っ た ．
ニ ワ ト リ網膜 の 視細胞 は錐体細胞が優位と い われ て
い る の で ， Visinin は錐体細胞に 多く存在す る も の と考
えら れ るが ， 視細胞層の 覚光は非常に 強く 錐体細胞と
杵体細胞の 識別が困 難で ある． そ こ で 電顕 に よ る検討
に 先だ ち様々 な割合で 錐体細胞 と杵体細胞が 混在 する
と い われ る網膜くじ 卜， ネ コ ， カ エ ル ， コ イブ， 逆 に 杵
体細胞が優位と い わ れ る ものくマ ウス ， ラ ッ ト， ウ シン
に つ い て 抗 visil血 血 清に よ る 染色を試 み た
． 何れ の
網膜 に お い て も視細胞層で は， 錐体細胞 に の み 蛍光 が
認め られ ， 杵体細胞 に有意 な蛍光が 見 ら れな い こ と は，
Visininぐ又 は visinin 様物質J が動物の 種 を越 えて 広 く
網膜 の 錐 体細胞 に 存在す る こ と を 示唆し て い る ． また
Visinin が 錐体細胞に の み 存在 し杵体細胞 に 存在 しな
い こ とは ， ニ ワ トl リ網膜 を用 い て の 免疫電 顕 か ら も支
持さ れ た
．
す な わ ち visinin は網膜 の 錐体細胞の よ い
マ ー カ ー で あ る と考 えら れる ．
V isininく又 は visinin 様物質l が－d部の ア マ ク リ ン 細
胞 や異 所性ア マ ク リ ン細胞， 水平細胞 や その 軸 索に も
認め られ た こ と は， visinin それ自身が それ ら の 細胞 に
存在 し抗血清と反 応 した可能性 と， 一 部ア ミ ノ 酸配列
の 類似 した 蛋白が こ れ ら の 細胞 に 存在 し交叉 反応 した
可能性の 2 つ が考 えら れ る． こ の 点 を明 らか に す る に
は visinin の ア ミ ノ 酸 の 一 次構造の 解明 が 必 要 で あり
8今後の 課題 で あ る
．
ちな み に ア マ タ リ ン細胞 に は多く
の 神経 ペ プチ ド3 0ト 叫 や神経伝達物質3 Sト 細 の 存 在が報
告 され て い るが ， Va S O a Ctiv eintestin al polypeptide
くV IPラ， ニ ュ ー ロ テ ン シ ン ， ソ マ トス タ チ ン ， サブ ス
タ ン ス P， Leu － エ ン ケ フ ァ リ ン ， M et． エ ン ケ フ ァ リ ン
く1 へ 10jLMl に よ っ て は 抗 visinin 血 清 は吸収 さ れ
な か っ た ．
近 年 マ ウ ス や ラ ッ ト を用 い 種々 の 細 胞 に 対 す る
m o n o clo n al抗体の 作成が盛ん に 行わ れ て い る ． 網膜
に 対 す る m o n o clo n al抗体 も 報告 さ れ て お り3 9ト 42Iそ
れ らの 抗体で は網膜以外の神経組織に お い て も 抗血清
と反応す る物質の 存在が 示 され て い る3 9ト 相 ． 今後網膜
以外の神経組織 に お い て も抗 visinin 血 清と 反応 す る
物質の 検討 を行う予定である．
現在 まで 種々 の 動物網膜に お い て 神経ペ プ チ ド3 0卜 ．
叫
， 神経伝達物質及び そ の 関連酵素3 5ト3 8や そ の 他い く
つ か の物質4 3ト 瑚 に つ い て， そ の 特異抗体 に よ り網膜内





pho sphodie ste r a s e
4 51
， 虻e x okin a s e欄 ， L－ gluta m ate
a min otr a n sfer a s e期 3 6や ウ シ 網膜 の S－ a ntigen4 71 501な
どは， Visinin の 分布 と 一 部類似 して い る が， 分子量や
そ の 他 の 性質く例え ば等電点な どlが visinin と は明 ら
か に異 な っ て い る ． ま た網膜の発達 に 伴 い その 活性の
上昇 が 認め られ て い る c a rbo nic a nhydr a s eC461
gluta min e syntheta se
91281そ して 網 膜 に お い て Vi－
ta minAの 代謝 に 重 要な retinoid－binding protein 瑚 な
どは， 主と して ミ ュ ー ラ ー 細胞 に局在 して お り神経細
胞 に は存在 が ほ と ん ど認 め ら れ て い な い ． す な わ ち
visinin は今迄網膜に お い て報告さ れ て き て い る前記
の も の な どと は異 な っ た 蛋白と考 え られ るo
V isinin が 網膜 の 発達 に 伴 い 著 明 に 増加 し， 特 に 視
細胞 に 多量存在す る こ と は， visinin が 視細胞 の 機能 と
密接 に 関係 して い る こ と を示 唆 して い る が ， Visinin の
生理活性に 関 して は， 今の と こ ろ全く 不明 で あ り今後
の解明が待 たれ る ．
結 論
1l ニ ワ トリ 網膜 で は その 加齢 に 伴 い Visinin く分子
量 約 24，000， 等電点約 5．5の 蛋 白質うが著明 に 増大 し
た．
21 免疫組織化学よ り， Visinin は網膜 の 視細胞 の 錐
体細胞 に 多く存在 し， 杵体細胞に は存在 しな か っ た ．
ま た 一 部の ア マ ク リ ン細胞や 異所性 ア マ ク リ ン細胞 に
も その 存在 が認 め られ た．
3ユ ニ ワ トリ 以外の動物網膜 に お い て も visinin は
視細胞で は 錐体細胞に の み存在 し， 杵体細胞 に存在 し
な か っ た ．
41 以 上 visinin が網膜の発達 に 伴い 増大す る こ と，
ニ ワ ト リ以外 の 動物で も種 を越 え て広く網膜の 錐体細
胞 に 存在す る こ と は， Visinin が網膜褐細胞の 特 に 錐体
細胞 の機能 と密接 に 関係 し て い る こ と を 示 唆 し て い
る
．
ま た こ れ ら よ り visinin は網膜錐体細胞 の よ い
マ ー カ ー とな る と考 えら れ る．
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Abstra ct
Solub le proteins fr om the chick retin a w e r e a n alyz ed at v a rio u sdev elopm ental stages． A
PePtide ofabout 2 4，0 0 0dalto n s， PIニ 5．5くvisininJap pe a red in t he 1 4th day e mbryo andgr adu ally
in c r e a s ed wi t he mbryo nic age． Vininin wa s n ot dete cted in the ce r ebr u m． te ctu m， Plgm e nt
epitheliu m a nd vitr e o u sbody at any age． Itis s ugge sted t hat visinin is o n eof the distin ctive
PrOtein sthat in c r e a s ein c o n c e ntr atio n duringt he de velopm ent of the chick r etina． In prim ary
Cultu r es of the chick e mbryo nic retin a，t he visinin c o nte nt w a sgr adu allyde c reased du ring c 11tu r e
in pa ra11el with the de c re asein n umber of n e u ro n al cells． W he nthe c ultu r ed retin al c ells w er e
e xpo sed to o u abain which s ele ctiv ely dege ne rated t he n e u r o n al c e11s in m o n olaye r c ultu re， the
Visinin conte nt als o de c r eas ed． Dege n er atio n ofglialc ells by the ad dition ofct－ a minoadipic acid
to the m ediu m ， ho w ev e r， didn ot cau s e a ny ap pr e ciable cha ngein t he visimin c onte nt． T he s edata
indic ate t hat visinin o rigin ates fr o m n eu ron al c e11s， but n ot fr o mglial c ells． T his was also sup－
POrted by the im mun ohisto che mic al study using t he a ntibody r aised against visinin． V isinin
W aS m OStly lo caliz ed in t he photo r e c eptor cell laye rin l to 2－ W e ek－01dchick retina． Stain ing
inte nsity oft he inn er s egm e nts w as m o r etha nthatof t he o ute r n u cle a rlayer， butn o slgnifica nt
labeling w as fo u nd in outer segm e nts． In ad ditio n s o m e a m a c rin e a nd displac ed a m a c rine c ells
W e r e Stained ． Mu1er cels were n ot r e a ctiv e， ho w e v e r． C ha nge sin r etin al lo c alizatio n of visinin
W e r e eX amin ed in t he cou rse of m atu ratio n． No obvio u s staining w a sdete cted in t he 4th day
e mbryo nic r etin a e．In t he 7 th day e mbryo nic r etin ae， Putativ ephoto r e c epto r c ells w e r e ap pa r
－
e ntly stain ed， a nd t he re afte rin c r e ased in the inte nsity． In the l l th day e mbryo nic r etinae，
Putativ e n e u r o n alc ellsin thein n e r n uclea rlayer bega nto be reactiv e． Int he 1 6th day e mbryo－
nic r etin a e
，
flu o r es c e nt patte r n of the whole retin a was essentiallythe s a m e a sthat of t he chick．
In ele ctro n mic r o s c opIC Study，im m u n o r eactiv e str u ctu r e w a sfo u nd in c o n e c ells， but not in r od
C ells． Hu m a n， C at， fr og a nd c a rp retin a e， W hich c o ntain bot hrods a nd c o n e s， W er e also exa min ed ．
In all t he a nim als
，
t he visinin －1ikeim m u n o r e a ctivity w a s cle a rly obs er v ed in c o n e c ells， butn ot in
the rods ． Fu rthe r m o r e
，
theim m u n o r e a ctivity w a sba rely dete ctablein the photo re c epto r c ells of
m o u s e
，
r at a nd bo vin e retin a e c o ntaining m o stly rod c e11s． T he s e r e s ults s uggest that visininis a
go od m a rke r fo r c o n e c ells a nd in v oIv ed in a nim po rta nt fu n ctio n of t he r etin a， Sin c eit is
abu nda nt in c o n e－do min a ntr etin a e a nd e xisitsin v e rtebr ate retin a ebeyo nd spe cie sba rrie rs．
